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receptor CLEC‐2. The aggregation  is  likely due  to  the high affinity  interaction between mouse 
CLEC‐2 and podoplanin. The results of role of CLEC‐2 in inflammation revealed a lack of CLEC‐2 
from  inception  causes  a  more  acute  inflammatory  reaction  to  LPS.  CLEC‐2  (removed  post 
development) also plays a protective  role  in an acute model of ulcerative colitis. Mice  lacking 
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Platelets  are  small  cell  fragments  derived  from megakaryocytes  in  the  bone marrow.  They 
circulate  in  the  blood  in  high  numbers  of  between  150,000  –  350,000/µl,  and  are  crucially 
































bleeding.  It  is  generally  described  to  happen  in  three  stages:  firstly  primary  haemostasis  or 
platelet  plug  formation,  followed  by  coagulation  where  stable  clots  are  formed  from  the 
conversion of fibrinogen to fibrin and lastly clot dissolution by the process of fibrinolysis. Platelets 
play an integral role in the initial stages of haemostasis by adhering firmly to a damaged vessel 
wall.  In  resting conditions, nitric oxide and prostacyclin  released by  the endothelium of blood 
vessels and the expression of ectonucleotidase CD39 on platelets maintains these cells inactive 
while marginalized  to  the endothelial surface  in  flowing blood. However, upon vascular  injury 



















































intercellular  adhesion  molecule  2  (ICAM‐2).  They  also  have  the  ability  to  release  various 
chemokines and cytokines, which are critical to the recruitment of immune cells to a site of injury 
(Ware et al., 2013).  
Platelets have been shown  to be  important  in  the  initiation and development of a number of 
thrombo‐inflammatory  disorders  such  as  atherosclerosis,  ischaemic  stroke  and  inflammatory 
bowel disease (McNicol and Israels, 2008). Platelets also play a critical role in immune defence by 


















Rhodocytin  (also  termed  aggretin)  is a powerful human and mouse platelet agonist  that was 




















downstream  of  a  conserved  triacidic  amino  acid  sequence  in  a  short  cytoplasmic  tail.  The 
extracellular  portion  of  the  protein  lacks  the  residues  needed  for  binding  to  carbohydrate 
moieties suggesting that it binds to a protein ligand and is hence classed as a C‐type lectin‐like 
receptor  (Watson et al., 2007).  The single YxxL sequence in CLEC‐2 is termed a hemITAM because 
























 Podoplanin was first  identified on osteoblasts and named as OTS‐8  (Nose et al., 1990).  It was 
later  identified on  lymphatic endothelial cells  (LECs),  fibroblastic  reticular  cells  (FRCs), and on 
alveolar type 1 epithelial cells under a range of different names based on its location or function 
(Astarita et al., 2012)  (Table 1.1).   The  final decided name of podoplanin was given due  to  its 




al.,  2008,  Suzuki‐Inoue  et  al.,  2007).  The  activation  was  identified  to  be  through  CLEC‐2 
stimulation due to the similar signalling cascade and kinetics seen following platelet activation by 
the exogenous CLEC‐2 ligand rhodocytin. The interaction was confirmed using expressing Chinese 
hamster ovary cells  (CHO) cells  transfected  to express podoplanin  (Suzuki‐Inoue et al., 2007). 
Human embryonic kidney (293T) cells which express podoplanin were  later shown to bind and 
activate platelets  and the paper also confirmed an interaction of human CLEC‐2 and podoplanin 

































Choroid  Plexus  (throughout  brain  in 
development) 









Podoplanin (Hata  et  al., 2010, Noda  et  al., 
2010) 
Myocardium,  pericardium  and  epicardium 
of the heart 
Podoplanin (Mahtab  et  al.,  2008, 

























similar  between  podoplanin  homologues  in  humans,  mice  and  rats  (Kaneko  et  al.,  2006). 

















transition  (EMT). EMT  causes  cells  to  lose polarity and  cell‐cell adhesion allowing  for a more 
invasive phenotype which  is believed  to be necessary  in wound healing as well as  secondary 
metastasis (Martin‐Villar et al., 2006, Wicki et al., 2006).  However, the validity of the ability of 
podoplanin to cause this shift has been questioned as well as groups reporting differences on the 
influence  podoplanin  has  on  the  activity  levels  of GTPases  such  as  RhoA,  Rac‐1  and  Cdc‐42 





















in  the  early  1900s  to  develop  from  the  venous  system  and  later  studies  tracing  the  fate  of 
venous/endothelial cells (Tie2‐Cre‐based lineage tracing) revealed that the majority of lymphatic 
progenitor cells are of venous origin (Srinivasan et al., 2007). However, there was some lymphatic 
progenitor  cells  which  did  not  follow  the  same  path  of  origin  which  indicates  that  the 
development  of  the  lymphatic  system  also  stems  from  an  undetermined  non‐venous  origin 
(Martinez‐Corral et al., 2015).  Briefly described the lymphatic system develops from lymphatic 
progenitor  cells  are  induced  to  express  Prox‐1  by  the  transcription  factor  Sox18  and  can  be 
detected at the cardinal vein at E10.0  in mice (Francois et al., 2008, Wigle et al., 2002). These 
prox‐1 expressing cells are stimulated to migrate to the dorsal side of the cardinal vein by vascular 





































The  question  of  how  podoplanin  expressing  LECs  interact with  platelets  to mediate  correct 



















immune  system  and  inflammation  in many  settings.  Lack  of  platelet  CLEC‐2  has  also  been 
demonstrated to result in the development of blood filled lymph nodes and fibrosis as well as a 




or podoplanin  leads to bleeding  in MAdCAM1 expressing mucosal  lymph nodes  (Herzog et al., 
2013).  Platelet  CLEC‐2  binding  on  FRCs was  shown  to  induce  the  release  of  sphingoshine  1 






and CLEC‐2 expressing DCs allow  for  reduced  stiffness of  this architecture during an  immune 
reaction (Astarita et al., 2015). 
1.4.4 The role of CLEC‐2 and Podoplanin in cerebral vasculature development 
A  lack of CLEC‐2 and podoplanin has been  reported  to  result  in  the development of  cerebral 
haemorrhages during embryonic development. The first report of this phenotype using CLEC‐2 
deficient mice was  in Tang et al. 2010 who  reported multiple haemorrhages  in  the midbrain 
parenchyma at E12.0 (Tang et al., 2010). Syk deficient mice also display brain haemorrhages at 
E14.0  (Cheng et al., 1995).  It was  later observed  that megakaryocyte/platelet CLEC‐2 and Syk 
deficient mice similarly developed brain haemorrhages although they were less severe (Finney et 
al., 2012). The development of these brain haemorrhages was studied in detail by Lowe et al 2015 
(Lowe  et  al.,  2015a).  This  study  found  that  platelet  interaction  with  podoplanin  expressing 
neuroepithelium is necessary to prevent haemorrhage. Podoplanin is expressed throughout the 
brain  during  development  and  becomes  localized  to  the  choroid  plexus.  The  involvement  of 
pericytes and platelet released mediators such as S1P was also postulated to play a role. The study 









The  presented  thesis  deals  in  part  with  the  involvement  of  platelet  CLEC‐2  and  its  ligand 





















prevent damage  from persistent  inflammation. However,  in  recent years uncontrolled chronic 




Sepsis  is  a  host’s  overwhelming  response  to  infection  and  shock  that  triggers  a  dangerously 
uncontrolled inflammatory response. In fact, the mortality rates of patients who develop sepsis 
range  between  30  to  70% with  very  little  success  by  pharmaceutical  companies  to  develop 
effective  treatment. The  lack of  success  is  thought  to be due  to  the  involvement of not  just 
classical inflammatory mediators such as cytokines and chemokines but the triggering of systems 
such as  the  coagulation  cascade which  can  result  in disseminated  intravascular  coagulopathy 
(DIC) and excess release reactive oxygen species which both cause tissue damage and eventually 





































TLR4  is  once  such  receptor which  is  expressed  on many  different  cells  of  the  innate  system 
including epithelial cells, macrophages and platelets. Ligand stimulation   ultimately causes the 












as  cytokines  and  chemokines  mediate  the  immune  cell  recruitment  and  trigger  complex 
intracellular signalling that characterizes  inflammation. Chemokines tend to be  involved  in the 
orchestration of leukocyte trafficking in many tissues. These chemotactic agents signal through G 
protein coupled receptors. They are spilt into two major subfamilies, CXC and CC based on their 
structural  properties with  several  that  belong  to  neither  family.  In  general,  CXC  chemokines 
attract neutrophils whereas CC chemokines mainly attract monocytes. Cytokines however have 
more wide ranging functions. The families of cytokines tend to be broken down into interleukins 
(IL),  tumour necrosis  factors  (TNF),  interferons  (IFN) and colony  stimulating  factors.   Key pro‐ 
inflammatory cytokines are TNFα, IL‐1 and IL‐6. They signal through structurally distinct type 1 
cytokine receptors which are often found to be upregulated in a range of inflammatory disorders. 



















by monocyte derived Ly6C+ macrophages  (Schiwon et al., 2014).  It has also been shown  that 
tissue  resident mast  cells  aid  in  the  recruitment  of  recruitment  of  neutrophils  by  the  CXC 











during  Leishmania  infection  in which neutrophils  enhance macrophage  activity  via  TNFα  and 
superoxide production. Macrophage response can also vary depending on the environment. M1 
macrophages are highly phagocytic and associated with antimicrobial nitric oxide production, 
whereas  M2  which  can  be  stimulated  during  helminth  infections  have  immunoregulatory 
functions through their ability to metabolise the local arginine supply needed by effector T cells 
to function (Rivera et al., 2016). In recent years, studies have highlighted the role of platelets as 










































cell maturation. The spleen also differs  in  that  it does not contain HEVs.  Instead  lymphocytes 
enter  into the marginal zone through the afferent artery. B  lymphocytes are directed to B cell 
follicles while T cells migrate to the T cell zone, directed by chemokines. DCs can then activate T 





as well  having  a  thriving  population  of  commensal  bacteria  believed  to  be  essential  for  its 
function. As such the immune environment needs to be tightly regulated to prevent unwarranted 
immune system reactions while stopping  the entry of a pathogen  through this exposed organ 
system. The  secondary  lymphoid organ of  the  intestines, GALT,  consists of both  isolated and 
aggregated lymphoid follicles and contains up to 70% of the body’s immunocytes. The largest of 
the lymphoid follicles are the Peyer’s patches (PP) of the small intestines which are surrounded 










GALT or the  intestine  lamina propria  itself. The HEVs specific adhesion molecule L‐selectin and 
the B‐cell lectin CD22 are also believed to be ligands of MAdCAM1 and bind to its mucin domain 






1  intercellular adhesion molecule‐1  (ICAM1)‐dependent arrest  (Habtezion et al., 2016). These 
details are important because platelet CLEC‐2 has been shown to maintain the vascular integrity 
of HEVs (Herzog et al., 2013). However, the bleeding has been shown to spontaneously occur in 




















A. Immune  cells  enter  lymph  nodes  through  afferent  lymphatic  vessels  and  travel  through  the 
parenchymal tissue lined with phagocytic macrophages before entering the B cell rich follicles or 
T  cell  rich  paracortex.  Lymphocytes  enter  through  high  endothelial  venules  in  the  paracortex 
where they come into contact with APCs with the fibroblastic reticular cell network. Platelet CLEC‐
2 has been  shown  to be  integral  in  the maintaining  the  vascular  integrity of high endothelial 
venules through interaction with podoplanin expressing fibroblastic reticular cells. Immune cells 





























amount of mRNA  and  the  translational machinery  to  synthesise proteins. Proteomic  analysis 
revealed  that platelets can  secrete up  to 300 different proteins  following activation  including 
interleukin‐1 (IL‐1),  monocyte chemotactic protein‐1 (MCP‐1) and transforming growth factor β 
(TGFβ) which do not play  a  role  in blood  clotting but  are  instead believed  to be  involved  in 
inflammation and tissue repair processes (Coppinger et al., 2007). 
Platelets  are  thought  to  interact  with  immune  cells  during  an  infection  to  influence  their 
behaviour and promote their recruitment. For instance, platelets can bind to LPS through TLR4 









One  of  the  common  consequences  in  patients  with  sepsis  is  the  development  of 














recently  to  lead  to  reduced  platelet–neutrophil  and  platelet–monocyte  interactions  and 
evaluated serum cytokine  levels using the cecal  ligation mouse model of sepsis  (Corken et al., 





As well as the  involvement platelets have  in releasing  inflammatory mediators and  interacting 
with leukocytes, multiple studies have shown that they are critical to the maintenance of vascular 
integrity during inflammation (Boulaftali et al., 2013, Goerge et al., 2008). Models of dermatitis 
and LPS  induced  lung  inflammation revealed  the development of haemorrhages at  the site of 
inflammation in thrombocytopenic mice (Goerge et al., 2008). Later studies have since revealed 
that platelet ITAM signalling is critical in securing vascular integrity during leukocyte recruitment, 


























Podoplanin  and  CLEC‐2  interaction  have  been  demonstrated  to  directly  affect  a  range  of 
inflammatory diseases and infections. However, the influence which CLEC‐2 and podoplanin play 
in  these  different  conditions, whether  beneficial  or  deleterious,  is  highly  dependent  on  the 
specific infection, inflammatory state and nature of the interaction. It was first discovered in 1990 
that  the  Human  Immunodeficiency  Virus  (HIV‐type1)  is  internalised  by megakaryocytes  and 
platelets (Zucker‐Franklin et al., 1990). Later it was discovered that platelet CLEC‐2 mediates this 
internalisation through an interaction with a macrophage cell line expressing podoplanin and C‐
type  lectin  receptor DC‐SIGN, which  in  turn  facilitates  the  spread of  infection  (Chaipan et al., 
2006). In a very different manner to HIV, CLEC‐2 on platelets has also been shown to influence 
the pathology of salmonella infection. A recent study demonstrated that the infection leads to an 




The  influence  these molecules  have  in  inflammatory  disorders  is  also  variable.  Rheumatoid 
arthritis (RA) is a chronic systemic inflammatory disease which leads to progressive degradation 














increase  in  the number of effector T cells within  the CNS. Podoplanin was  shown  to  increase 
expression  of  other  inhibitory molecules  and  downregulate  survival  factors  and  is  therefore 
believed to promote tissue tolerance (Peters et al., 2015). However, podoplanin expression has 
not  been  found  the  lymphocytic  infiltrates  of  glioblastoma multiforme  (GBM),  an  aggressive 













platelets are  involved  in  the development of atherosclerosis as well as  in  in potential plaque 
rupture.  
For many years,  it was believed that atherosclerosis was caused by a passive accumulation of 
cholesterol on  the vessel wall.  It  is now appreciated  that  the disease  involves many  complex 
factors involving the innate and adaptive immune system. The lesions start as “fatty streaks” of 
subendothelial deposition of lipids such as low density lipoprotein (LDL) and macrophages filled 
with  cholesterol  known  as  foam  cells.  These  lesions  develop  over  time  into  atherosclerotic 
plaques containing an  infiltration of immunocytes such as macrophages, T cells, and mast cells 
usually  contained within a  fibrous  cap. The  fibrous  cap  is mainly made up of  collagen and  is 



















inflammatory  substances. For  instance, activated platelet  can bind  to and  regulate monocyte 
functions which may be promoting their recruitment to plaques. Also the platelets can release 
the chemokine PF‐4 which enhances  the binding of oxidised LDL  to vascular endothelium and 
smooth muscle  cells  and  platelets  are  also  capable  of  depositing  the  strong monocyte  and 
memory T lymphocyte chemokine CCL5 (also known as RANTES) on the surface of atherosclerotic 
plaques (Lievens and von Hundelshausen, 2011, Weber, 2005). 












causes of  this disease are believed  to  stem  from a mixture of  several  factors  such as genetic 
predisposition  and  other  environmental  factors  such  as  diet  or  mediations  which  initiates 
disturbances  in the epithelial  lining of the gut. The lack of a robust epithelial barrier allows for 
luminal antigens, such as antigens from commensal bacteria, to enter the intestinal tissue. Failure 
to  resolve  the  acute  inflammation  that  ensues,  results  in  chronic  inflammation  that  further 
damages the intestinal tissue (Neurath, 2014). 













al.  also  demonstrated  that  more  lymphatic  vessels  are  present  in  samples  from  inflamed 
ulcerative  colitis  patients  and  a mice model  of  colitis  treated  with  dextran  sulfate  sodium. 
However depleting platelets was shown  to  increase  lymphangiogenesis  in  the colons of  these 
mice and resulted in a less severe colitis phenotype. Platelets are seen within the mucosal layer 
of DSS treated mice and in a colitis model in rats, and the hypothesis that they cause the inhibition 
of  lymphatic vessel  formation was backed up by  in vitro data showing platelets  inhibiting LEC 













In recent years, there has been an  increase  in research  into the role of platelets beyond their 
involvement  in  classical  haemostasis  and  thrombosis.  Studies  have  shown  that  the  platelet 
receptor CLEC‐2 is involved in many of these newly emerging roles. In this thesis, I investigated 
the interaction of platelet CLEC‐2 with its ligand podoplanin using in vitro and in vivo models.  
An  in  vitro  flow model was used  to  investigate  the  interaction of  the mouse  forms of  these 
proteins under the conditions of shear stress.   Previous work  in our  lab using this model using 
human platelets lead us to believe that mouse platelets would interact with recombinant mouse 
podoplanin solely under the conditions of venous shear rates.  
The  role of  the CLEC‐2‐podoplanin  axis was  also  investigated  using  in  vivo mouse models  of 
inflammation. Recent studies highlighted that CLEC‐2 is involved in maintaining vascular integrity 
during inflammation. CLEC‐2 has also been shown to play a role in inflammatory disorders such 











1.  To  investigate  the  interaction of  recombinant mouse podoplanin with mouse platelets 
under the conditions of shear stress. 





























Antibody     Clone number  Host species  Dilution Source 
  PRIMARY 
 




CLEC‐2  17D9  Rat  WB ‐1/1000  Biolegend (USA) 
His tag  ‐  ‐  WB ‐1/1000  Cell Signaling 
Technology, USA
CD45  OX‐1  Rat  IF ‐1/200  BioRad 
(Hertfordshire)   





1A4  Mouse  IF ‐1/200  Abcam 
(Cambridge, UK)
   
F4/80  BM8  Rat  IF ‐1/200  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
Lyve‐1 Biotin  ALY7  Rat  IF ‐1/200  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
CD326 (EpCAM)  G8.8  Rat  IF ‐1/200  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
Rat IgG  ‐  Rat  WB‐ 1/1000  Santa Cruz 
Biotechnology 
(Santa Cruz, US) 
Rabbit IgG  ‐  Rabbit  WB‐ 1/1000  Santa Cruz 
Biotechnology 
(Santa Cruz, US) 




Mouse IgG  ‐  Mouse  IF ‐1/200  Santa Cruz 
Biotechnology 
(Santa Cruz, US) 
Podoplanin‐ PE   8.1.1  Hamster  FC‐ 1/100  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
CD45‐FITC  2D1  Rat  FC‐ 1/100  EBioscience 
(Hatfield,UK)




CD45‐ APCCy7  2D1  Rat  FC ‐1/100  EBioscience 
(Hatfield,UK)
CD11b‐Biotin  M1/70  Rat  FC ‐1/2000  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
CD31‐ Biotin  390  Rat  FC ‐1/2000  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
F4/80‐FITC  BM8  Rat  FC ‐1/100  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
F4/80‐APC  BM8  Rat  FC ‐1/100  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
Ly6G‐APCCy7  RB6‐8C5  Rat  FC ‐1/100  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
Ly6C‐PerCP‐Cy5.5  HK1.4  Rat  FC ‐1/100  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
CD11c‐PECy7  3.9  Rat  FC‐ 1/200  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
CD4‐ PECy5.5  GK1.5  Rat  FC ‐1/100  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
CD8‐PB  SK1  Rat  FC ‐1/100  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
CD19‐PECy7  1D3  Rat  FC ‐1/100  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
MHCII‐PB  M5/114.15.2  Rat  FC‐ 1/50  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
CD206‐FITC  MR6F3  Rat  FC ‐1/100  EBioscience 
(Hatfield,UK) 










Hamster IgG‐PE  ‐  Hamster  FC‐ 1/200  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
Rat IgG‐PB  ‐  Rat  FC‐ 1/200  EBioscience 
(Hatfield,UK) 
  SECONDARY 
Anti‐Rat HRP  ‐  Goat  WB‐ 1/10,000  Santa Cruz 
Biotechnology 
(Santa Cruz, US) 





Anti‐Human HRP  ‐  Goat  WB‐1/10,000  Santa Cruz 
Biotechnology 
(Santa Cruz, US) 





















‐  Goat  IF ‐1/500  Invitrogen 
(Paisley,UK) 
Streptavidin‐PE  ‐  Goat  FC ‐1/400  EBioscience 
(Hatfield,UK)
Streptavidin‐FITC  ‐  Goat  FC ‐1/400  EBioscience 
(Hatfield,UK)   
Table 2.1: Antibodies 























crossed  to  ERT2‐Cre.Clec‐2fl/fl  to  generate  an  inducible  CLEC‐2‐deficient mouse model  on  an 
athero‐prone background. 
Mice with a conditional deletion of podoplanin (Pdpnfl/fl) were generated by Taconic Artemis on 
a C57BL/6 background. These Pdpnfl/fl were  then crossed  to mice expressing Cre  recombinase 



















piloerection,  intermittent hunched posture and  reduced activity.  In addition, any animal  that 
loses >20% of its body weight during an experiment was culled immediately. Peritoneal  lavage 
fluid was collected by injection of 2ml of ice cold PBS 2mM EDTA into the peritoneal cavity and 





































































the expression vector was  transfected  into 293T cells using  the polyethylenimine  transfection 
method.  The  fusion  protein  was  then  purified  by  affinity  chromatography  using  protein  A‐
Sepharose. mPdpn  Fc  containing  fractions were  dialysed  into  PBS.  Purity was  confirmed  by 
sodium dodecyl sulfate‐polyacrylamide gel electrophoresis and western blot using an anti‐ mouse 
Podoplanin antibody (Table 2.1). 
His‐tagged  hPodoplanin  (hPdpn‐His)  and  His‐tagged  mPodoplanin  (mPdpn‐His)‐  The  vector 
pHLsec was  used  for  expression  of  these  recombinant  proteins    and was designed  by Maria 
























In  the  process  of  making  recombinant  proteins,  unpurified  and  purified  supernatant  from 






sample  separation by SDS‐polyacrylamide gel electrophoresis,  the gel was  then  stained using 
Instant Blue  (Expedeon, Cambridge, UK)  to  visualise  the protein  separation or proteins were 
transferred onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane. Membranes were then blocked 



















membranes were washed 3  times  for 10 min  in TBS‐T  followed by  incubation with  a diluted 
sample of primary antibody specific to the secondary binding protein. Following washing in TBS‐
T  3  times  for  10 min,  the membranes were  subsequently  incubated with  a  secondary  HRP 
antibody, again diluted in 5% milk powder in TBS‐T. The membranes were then washed 3 times 


















lysis  buffer  (150mM NaCl,  10mM  Tris,  1mM  EGTA,  1mM  EDTA,  5mM Na3VO4,  1mM AEBSF, 
10µg/ml  leupeptin, 10µg/ml aprotinin, 1µg/ml pepstatin). The protein was determined using a 
Bio‐Rad Protein Assay kit (Bio‐Rad laboratories, Germany) using a BSA gradient for the standard 




















granted by Birmingham University  Internal  Ethical Review  (ERN_11‐0175). Venous blood was 
collected from consenting, healthy drug free volunteers. Blood was drawn  into 3.2% trisodium 
citrate BD vacutainers (Becton Dickinson, Oxford, UK). The blood was used for washed platelet 
preparation and  for  in‐vitro flow experiment described  in sections 2.4.3 and 2.4.4.   Blood was 
incubated with  inhibitors  for 10 min before perfusion.  Inhibitors used were dasatinib  (Sigma, 
Poole, UK), Cangrelor (Medicines company, Place, UK), indomethacin (Sigma, Poole, UK), p0p/B 
antibody  (Emfret,  Germany),  Eptifibatide  (Queen  Elizabeth  Hospital  pharmacy,  UK).  Fab 
fragments (mAb) (10µg/ml) were added to the human blood to block Fc receptor. 
2.4.2 Washed platelet preparation and platelet spreading 
Anti‐coagulated mouse  blood  was  centrifuged  at  2000  rpm  for  5 min  in  a microcentrifuge 












































The videos  from  these experiments were analysed by masked  the  fluorescence  created  from 
platelet aggregation to calculate a percentage area coverage. This analysis was done using Image 














































Sections were  then  circled with an  ImmEdge™ hydrophobic pen and  incubated with a 20mM 
63 
 

























In order  to  stain organs and  lavage  fluid  for  flow  cytometry analysis, a  single  cell  suspension 
needed  to be prepared. Peritoneal  lavage  fluid  (PLF)  cells were  treated with ACK  lysis buffer 
(ThermoFisher Scientific Loughborough, UK) for 1 min to lyse red blood cells, then suspended in 
cold PBS followed by centrifugation at 400g for 10 min. Supernatant was removed and the cells 
were  resuspended  in  2%  BSA  PBS.  Spleen  were macerated  onto  a  70µM  cell  strainer  and 




to  remove any  faeces and undigested material. The  tissue was  then cut open  to create a  flat 
structure and cut into 2 cm segments. The tissue was then incubated in a solution of 5mM EDTA 
2% FBS in RPMI media (All from Sigma, Poole) 25 min in a shaking 37oC incubator. Following this, 
















for  4 mins  and  supernatant  removed.  Cell  samples were  then  placed  in  CyAn  specific  flow 
cytometry  tubes and  analysed using CyAn™ ADP Analyser  (Beckman Coulter, UK). The  gating 
strategy used for tissue stained for the LPS peritonitis experiments (Chapter 4) is as follows: The 
cells were first gated on their forward scatter and side scatter on a log scale with the low value 
readings  removed. The  cells were  then gated  for  single  cells only using pulse width and  side 
scatter.  Leukocytes were  selected  using  CD45,  (leukocytes  =CD45+)  and  all  other  cells were 
selecting  through using CD45 and another molecule of specific expression  for  the cell  type of 
interest ‐  B cells (CD19+), Helper T cells (CD4+), Cytotoxic T cells (CD8+), Dendritic cells (CD11c+ 
MHCII+) Neutrophils (ly6G+ high), Monocytes (Ly6C+ high, F4/80+ low), Macrophages (F4/80+), 


































separately  (ThermoFisher  Scientific,  Loughborough,  UK)  in  the  Stratagene Mx3000P  RT‐PCR 
machine  (Agilent  Technologies, Cheshire, UK).  The  thermal  cycle used  for  the experiments  is 















































demonstrated  the necessity of  the  interaction of platelet CLEC‐2 with podoplanin  expressing 







by  E14.5  (Lowe  et  al.,  2015a).  Mouse  models  with  a  neuroepithelial  specific  deletion  of 
podoplanin  (Nes‐Cre.PDPNfl/fl),  or  platelet  specific  deletion  of  CLEC‐2  (PF4‐Cre.CLEC‐2fl/fl) 
generated  embryos  with  brain  haemorrhaging  similar  to  the  constitutive  knockout  mice. 
Haemorrhaging was also found in mice deficient in the αIIb‐subunit of the major platelet integrin 








and  close  temporal  association  between  low  platelet  counts  and  the  occurrence  of  clinical 
bleeding has been reported (Stanworth, 2012, Ferrer‐Marin et al., 2013). 
High  shear  rates  ranging  between  1000s‐1  and  5000s‐1  are  present  within  healthy  cerebral 

















rates  found  in  the developing brain. The  results  show  that  in  contrast  to human podoplanin, 
mouse podoplanin can support platelet adhesion and platelet aggregation at both venous and 
arterial rates of shear. Following this discovery, a further aim of this chapter was to characterise 
other platelet receptors  involved  in the formation of the aggregates and to further  investigate 
the  affinity  between mouse  podoplanin  and  CLEC‐2  using  surface  plasmon  resonance.  The 
molecular basis of the aggregation is due to a much higher affinity between mouse CLEC‐2 and 
mouse podoplanin relative to human CLEC‐2 and human podoplanin. 




















but  larger,  distinct  aggregates.  At  a  higher,  arterial  rate  of  shear  of  1000s‐1,  immobilized 
podoplanin supported the formation of large aggregates. There was no adhesion at flow rates of 
































**=p<0.01).  (ii) Quantitation of mouse platelet area  coverage normalised  to  the volume of blood 
perfused. Statistical analysis was performed using a one way ANOVA followed by a Dunnett's multiple 



















clearly  spread  in  the  presence  of  mPdpn‐Fc  (some  marked  with  white  asterisks  for 
demonstration).  Platelet  adhesion was markedly  reduced  in  the  absence  of mPDPN‐Fc  (PBS 































The  PF4‐Cre  transgenic  mouse  model  is  an  established  technique  for  the  generation  of 
megakaryocyte and platelet specific knockout mice (Tiedt et al., 2007). A previous described CLEC‐






































capillaries. Representative  images were  taken  in  real  time by  fluorescence microscopy.   Arrow 






















receptors  in  CLEC‐2  dependent  platelet  adhesion  to  immobilized  podoplanin.  Both  the 
contribution  of molecules  previously  implicated  in  the  CLEC‐2  signalling  pathway  and  other 
receptors  involved  in  the  haemostatic  role  of  platelets were  assessed.  The  Src  family  kinase 
inhibitor  dasatinib markedly  reduced  platelet  aggregation  on  podoplanin  (Figure  3.4  A,  Bi), 
consistent with a critical role for Src kinases in CLEC‐2 signalling as previously reported (Pollitt et 
al., 2014). CLEC‐2 signalling  is also dependent on  feedback agonists  thromboxane A2 and ADP 
(Pollitt  et  al.,  2010,  Borgognone  et  al.,  2014).  In  line  with  this,  a  combination  of  the 







eptifibatide but not  in  the presence of  the other  inhibitors  tested  (Figure 3.4Bii). The  lack of 
difference may be due to experimental variation or to single platelet adhesion which is still visible 
(Figure 3.4A). These results indicate that platelet aggregation on podoplanin is dependent on the 
interaction  of  CLEC‐2  and  podoplanin  and  involves  Src  kinase‐driven  platelet  activation  and 
82 
 


































1,  Vehicle  control  image  (Veh:  DMSO),  Dasatinib  (Das:  10µM),  eptifibatide  (Eptifib:  9µM), 
Indomethacin  (Indo:  10µM)  and  Cangrelor  (Cang:  1µM),  p0p/B  antibody  (50µg/ml).  Scale  bar 
20µm. Images are representative of 4 independent experiments.  














































A. Anticoagulated  blood  from  humans  was  perfused  through  Fc  mpodoplanin  (mPdpn‐Fc)‐coated 
capillary tubes at the indicated shear rates for 4 min. Platelets were fluorescently labelled with DiOC6 
before being perfused. Representative images were taken in real time by fluorescence microscopy at 
100s‐1,  Vehicle  control  (Veh:  DMSO),  Dasatinib  (Das:  10µM),  eptifibatide  (Eptifib:  9µM).  Arrow 
indicates the direction of flow.  Scale bar 20μm. Error bars represent standard deviation. Images are 
representative of 3 independent experiments. 
B. Quantitation  of  human  platelet  coverage  following  blood  perfusion.    Statistical  analysis  was 








Following  the  discovery  of  the  ability  of mouse  podoplanin  to  induce  platelet  capture  and 
aggregation under high rates of shear, I set out to determine the binding affinity between mouse 
podoplanin and mouse CLEC‐2 in order to investigate if it was consistent with a direct effect. In 
order  to  do  this,  we  needed  to  produce  a  recombinant  form  of mCLEC‐2.  Primers  for  the 
extracellular domain of mCLEC‐2 where used with the addition of a N terminal 6xHIS tag to aid in 
the later process of protein purification. The amplified product was first cloned into a pGEMTeasy 
vector  and  the mCLEC‐2‐His  band was  cut  from  an  agarose  gel  following  restriction  enzyme 
digestion (Figure 3.6Ai). The DNA was then extracted from the gel and cloned into the mammalian 
vector pHLsec (Figure 3.6Aii).   
The  pHLsec  vector  contains  a  secretory  signal  peptide  allowing  the  expressed  protein  to  be 












































tag was  amplified  and  cloned  into  the  vector pGEMTeasy.  The  vector was  then digested  and 
mCLEC‐2 sequence cut from an agarose gel. (ii) The mCLEC‐2 was cloned into the pHLsec vector 
which  contains  a mammalian  peptide  secretion  signal.  Restriction  digest  was  carried  out  to 
confirm DNA insertion into the vector.  
B. (i) The  forward and  reverse  sequence  reads of  the cloned vector was compared  to  the mRNA 
sequence  of  mCLEC‐2  and  confirmed  the  vector  contained  the  correct  sequence  for  the 





































































for  purification.  The  coomassie  gel  indicates  concentrations  of  imidazole  tested  to  elute  the 
protein 











































to  the  surface  and  podoplanin was  perfused  over  at  increasing  concentrations  ranging  from 
5.6nM to 4.5µM. Two forms of recombinant podoplanin were tested, the previously described 
dimerized mPdpn‐Fc  and  a  single  extracellular domain of podoplanin  connected  to  a His  tag 
(mPdpn‐His). Both forms of mouse podoplanin showed a similar strong affinity to mCLEC‐2‐His of 


































B. Sensorgram  from equilibrium–based binding experiment after subtraction of  the signal  from a 
control flow cell surface. Increasing concentrations of CLEC‐2 (ranging from 5.6nM to 4.5µM) were 
injected  over  surfaces  coupled  with  Fc  mpodoplanin  (mPDPN‐Fc),  His  tagged  mpodoplanin 
(mPDPN‐His) and His tagged hpodoplanin (hPDPN‐His). 




































Platelet  aggregation  on  immobilized  podoplanin  is  dependent  on  integrin  αIIbβ3,  the  VWF 
receptor complex GPIb‐IX‐V, and the feedback mediators ADP and thromboxane A2 indicating that 






the nanomolar  range. Human podoplanin did not  show any specific affinity  to mouse CLEC‐2. 
However, CLEC‐2 clustering has previously been reported to increase the avidity of platelets to 
podoplanin which may account for the  in vitro flow adhesion of human platelets (Pollitt et al., 










et  al.,  2000).  A  process  of  “inside  out”  signalling  leads  to  activation  of  αIIbβ3  to  an  active 
confirmation  and  platelet‐platelet  interaction mediated  through  binding  of  fibrinogen  to  the 
activation integrin (Coller and Shattil, 2008, Shattil et al., 2010). It has been demonstrated that 
CLEC‐2 signalling triggers similar steps in platelet activation to GPVI,  including the activation of 





CLEC‐2  in a pathway  that  is dependent on granule  secretion and  thromboxane A2  formation. 
















forces of  the developing brain  (Wang et al., 1992, Rovainen et al., 1992).  Loss of podoplanin 
expression on neuroepithelial cells at this stage of development phenocopies loss of CLEC‐2 on 
platelets and leads to haemorrhaging. It has been proposed that platelet aggregation, initiated 
through  a podoplanin‐CLEC‐2  interaction,  is needed  to prevent haemorrhaging  in  the  rapidly 





hamsters.  The  sequence  similarity  between  human  and  other  primates  is  well  conserved, 
however  there  is  only  a  46%  protein  sequence  similarity  between  humans  and  mice.  The 
100 
 





























The  most  extensively  studied  aspect  of  platelet  function  has  been  their  integral  role  in 
haemostasis. However, a growing number of studies have begun to shed  light on the role that 
platelets play  in  inflammatory processes ranging from acute  infection to chronic  inflammatory 
diseases such as atherosclerosis (Morrell et al., 2014).  
Platelets have been shown  to play a  role  in  leukocyte recruitment and activation  through  the 
release  of  factors  such  as  chemokines  and  growth  factors  as well  as  in  the  presentation  of 
antigens  to  leukocytes  such  as  T  cells  (Chapman  et  al.,  2012,  Smyth  et  al.,  2009).  Platelets 
therefore can function as immune cells as well as haemostatic regulators. Their role in the body’s 
response  to  an  infection  is highlighted by  the occurrence of  thrombocytopenia  following  the 
development of an uncontrolled response  to a systemic  infection which  is known as sepsis or 
septic  shock.    Studies  have  shown  that  unresolved  thrombocytopenia  is  associated with  an 
increase in mortality (Venkata et al., 2013). 
 Studies  have  revealed  that  platelets maintain  haemostasis  during  inflammation,  albeit  in  a 
different  manner  to  classical  haemostasis.  An  inflammatory  reaction  which  triggers  mass 
movement of  leukocytes  to  the  site of  infection or  injury  and  to  lymph nodes  for  activation 
Leukocytes therefore need to transmigrate and pass through blood vessel and the maintenance 









such as    lipopolysaccharide (LPS) and have the ability to  induce platelet aggregation through a 
CLEC‐2‐podoplanin  interaction (Kerrigan et al., 2012). Other studies have highlighted a role for 
platelet CLEC‐2 interacting with podoplanin‐expressing cells and effecting the auto‐inflammatory 
disease  rheumatoid  arthritis.  Podoplanin  expression  has  been  found  to  be  upregulated  on 
synovial  fibroblasts of rheumatoid arthritis patient samples;  it was shown that platelet CLEC‐2 
interaction  with  synovial  fibroblasts  induces  a  higher  expression  of  the  pro‐  inflammatory 
cytokines IL‐6 and IL‐8 (Del Rey et al., 2014).  
This chapter  focuses on  the  role of CLEC‐2, and  its binding partner podoplanin,  in a model of 
systemic inflammation. For this model, we used a major component of the outer membrane of 
Gram‐negative bacteria, LPS, to trigger an immune reaction through an intraperitoneal injection.  
The  reactions  of  two  different  types  of  CLEC‐2  transgenic models,  a  platelet  specific  CLEC‐2 
deficient model, and an inducible CLEC‐2 deficient model were used to investigate the role of the 
C‐type lectin receptor in inflammation. CLEC‐2 was depleted from the inducible model once the 

























4.2.1  Summary  of  the  reaction  of  a  platelet  specific  CLEC‐2  knockout  mouse  model  (PF4‐
Cre.CLEC‐2fl/fl),  an  inducible  CLEC‐2  knockout  mouse  model  (ERT2‐Cre.CLEC‐2fl/fl)  and  a 












PF4‐Cre.CLEC‐2fl/fl  as  previously mentioned.    PF4‐Cre.CLEC‐2fl/fl  also  present with  a  significant 
increase of a range cytokines and chemokines within their peritoneal lavage fluid compared to 
littermate controls (Figure 4.3).  However, this increase did not translate to a significant increase 






to  PF4‐Cre.CLEC‐2fl/fl  mice  (Figure  4.7).  However,  haemoglobin  levels  were  not  significantly 
different  in  the ERT2‐Cre.CLEC‐2fl/fl mice  compared  to  littermate  controls when  the mice were 
culled 24 hours after the LPS stimulus suggesting that the phenotype is recoverable over time. 





within their  lavage  fluid at  the same  time point  (Figure 4.9). However downward trend  in the 
recruitment of neutrophils and monocytes  to  the peritoneum was  found  in ERT2‐Cre.CLEC‐2fl/fl 
mice (Figure 4.10). 

























4.2.2  Splenomegaly  and  the  presence  of  blood  in  the  peritoneal  lavage,  lymph  nodes  and 
Peyer’s  patches  in  platelet  specific  CLEC‐2  knockout  mice  (PF4‐Cre.CLEC‐2fl/fl)  compared  to 
littermate controls after LPS treatment 
The  first notable difference  in  the phenotype of platelet  specific CLEC‐2 deficient mice  (PF4‐
Cre.CLEC‐2fl/fl) compared to littermate controls was the development of blood filled inguinal and 
mesenteric  lymph  nodes  post‐LPS  (Figure  4.1A).  This  finding  correlates  with  studies  that 
demonstrated the role of platelet CLEC‐2 in lymph node vascular  integrity during development 
and after an  immune  stimulus  (Benezech et al., 2014, Herzog et al., 2013). However, a novel 
finding is the presence of blood filled Peyer’s patches in all PF4‐Cre.CLEC‐2fl/fl mice (Figure 4.1B). 
The peritoneal fluid also presented with blood not seen in the floxed littermate controls (Figure 
4.1B)  and  measured  by  a  haemoglobin  assay  in  Figure  4.1C.  No  significant  difference  was 
measured in the weight loss induced by LPS but a significant difference is seen in spleen weight 































C. Graphs display the percentage weight  loss 6 hour post‐ LPS treatment  in PF4‐Cre.CLEC‐2fl/fl and 
CLEC‐2fl/fl  littermate  controls  as  well  as  spleen  weight  (normalised  to  body  weight)  and  PLF 
haemoglobin  quantification.  Statistical  analysis  performed  by  two way  ANOVA  followed  by  a 

















lymphocytes, monocytes  and  neutrophils  in  the  blood  of  untreated  and  LPS  treated  platelet 




















































seen  between  the  knockout  and  littermate  controls  before  LPS  treatment  but  significant 





















Graphs  display  the protein  and  cytokine  and  chemokine quantification  from  the peritoneal  lavage  of 
untreated and 6 hour LPS treated PF4‐Cre.CLEC‐2fl/fl and CLEC‐2fl/fl mice. The cytokines and chemokines 
measured were TNF‐α, IL‐6, IL‐1β, IL‐10, MCP‐1/CCL2, MIP‐2/CxCL2, IFN‐γ, RANTES/CCL5, IL‐4, CXCL1, GM‐

















but  remained  non‐significant.  The  number  of  leukocytes  found  in  the  PLF  can  be  variable 
therefore the testing of greater number of mice may show this trend to be significant. Despite 






















































































































































































































































untreated  and  6  and  24  hour  LPS  treated  ERT2‐Cre.CLEC‐2fl/fl and  the  CLEC‐2fl/fl mice.  The  numbers  of 
quantified neutrophils (CD11b+ Ly6G+), monocytes (CD11b+ Ly6C+) and macrophages (CD11b+ F4/80+) 
and podoplanin positive macrophages  (CD11b+ F4/80+ PDPN+)  in the PLF of these mice  is also shown. 
Statistical analysis performed using a two way ANOVA followed by a Bonferroni multiple comparison test 









examined only  in untreated mice and  in mice 24 hours post‐LPS  (Figure 4.10). The changes  in 
leukocyte numbers in the spleen and colon of these mice were not significantly different between 

























































B. Graphs displays  the percentage weight  loss 6 hours post‐LPS  treated Vav‐iCre.PDPNfl/fl and  the 
PDPNfl/fl littermate controls, as well as the body weight normalised spleen weight and peritoneal 
lavage  fluid  (PLF)  haemoglobin  quantification.  Statistical  analysis  performed  using  a  two way 
ANOVA followed by a Bonferroni multiple comparison test for comparison between the untreated 
and LPS treated groups and a Mann Whitney U test for a two sample group comparison, * = p<0.05. 



















the  platelet  specific  CLEC‐2  deficient  mice  and  the  inducible  CLEC‐2  deficient  mice.  These 






HEV  vascular  integrity  (Herzog et  al., 2013).  The  study  showed  that  spontaneous bleeding  in 
platelet  specific CLEC‐2 deficient mice or  FRC  specific podoplanin  specific deficient mice only 
occurred  in  MAdCAM‐1  expressing  mucosal  lymph  nodes.  After  immune  challenge  using 
ovalbumin/complete Freund’s adjuvant, MAdCAM‐1 becomes upregulated on peripheral lymph 
nodes and results  in blood accumulation within peripheral  lymph nodes also. HEVs present  in 
Peyer’s patches have been shown to also express high levels of MAdCAM‐1 (Ikeda et al., 2003). 
The peritoneum  contains  its own HEVs as part of an area of  the body  known as  the greater 
omentum (Buscher et al., 2016). It has been shown that MAdCAM‐1 expressing HEVs are more 
permeable  due  to  reduced  levels  of  VE‐cadherin,  an  important  component  of  endothelial 
















This  hypothesis  is  supported  by  the  lack  of  blood  seen  in  the  peritoneal  lavage  fluid  in  the 
inducible CLEC‐2 knockout mice after 24 hours when it’s possible that lymphocyte migration to 



















hypothesis  is supported by  the  lack of a significant difference  in  leukocyte recruitment  to  the 
peritoneum, spleen or colon. However, the  large  increase  in cytokines and chemokines meant 
that  the mice  showed  signs  of  illness  at  a much  earlier  stage  than  their wildtype  littermate 
controls.  
The speculation that the PF4‐Cre.CLEC‐2fl/fl are compensating for blood lymphatic mixing is also 










recruitment  is  not  likely  to  be  due  to  an  interaction  of  platelet  CLEC‐2  with  a  podoplanin 
expressing leukocyte population such as inflammatory macrophages.  
Also,  a  difference  in  leukocyte  recruitment may  only  be  possible  to  find  following  a  longer 
incubation time of immune stimulation or a model which is most useful to examine the adaptive 
immune response rather than the innate response. The changes in the vascular integrity to lymph 
nodes caused by a  lack of CLEC‐2 may possible disrupt  the development of adaptive  immune 
response and would be an interesting area for further research.  
The  results of  this  chapter  indicate a key  role  for platelet CLEC‐2  in maintaining haemostasis 
following  an  inflammatory  stimulus.  The  results  also  show  that  lack  of  platelet  CLEC‐2  from 









































first  generated  in  1992  (Plump  et  al.,  1992)  and  found  to  spontaneously  develop  severe 
atherosclerosis when on a high fat diet similar to human with an ApoE deficiency (Ohashi et al., 









to  accumulate within  atherosclerotic  plaque  and  contribute  to  the  pathology  of  the  disease 
(Swirski  and  Nahrendorf,  2013).  However,  platelets  are  also  believed  to  contribute  to 
inflammation  within  blood  vessel  through  activation  of  the  endothelium  and  release  of 
inflammatory mediators (Nording et al., 2015). 
























Increased  lymphangiogenesis  is a common feature  in  IBD  (Rahier et al., 2011). A recent paper 
focuses on the influence of platelets on lymphangiogenesis in a colitis model (Sato et al., 2016) . 














5.2  Results  Part  1:  Role  of  platelet  CLEC‐2  and  its  ligand  podoplanin  in 
atherosclerosis 
5.2.1 Expression of podoplanin in aortic plaques of atherosclerosis prone mice  
ApoE‐/‐ mice  spontaneously  develop  plaques  on  normal  diet,  while  a  high  fat  western  diet 
accelerates the process (Meir and Leitersdorf, 2004). The aortic sinus section from ApoE‐/‐ x ERT2‐






mice.  Plaque  areas  in  both mice models  show  the  presence  of  podoplanin  expressing  cells. 
However, using quantification of the mean fluorescent intensity of the podoplanin signal within 
the plaques indicates a higher level of expression in ApoE‐/‐ ERT2‐Cre.CLEC‐2fl/fl mice. There is also 



























































A. Representative  fluorescent  images  of  podoplanin  and  smooth muscle  actin  (SMA)  expression 






















































5.3.1  DSS  treated  inducible  CLEC‐2  deficient  mice  have  a  significantly  worse  clinical  score 
compared to littermate controls.  
Dextran sodium sulphate (DSS) induces colitis in mice. The compound has a highly negative charge 
and  is believed  to be  toxic  to  the colonic epithelium. Over  time  it compromises  the epithelial 
barrier integrity in the colon and increases inflammation within the tissue (Chassaing et al., 2014). 







stool  consistency  however  was  significantly  worse  in  the  inducible  CLEC‐2  knockout  mice 
compared to littermate controls by day 6 (Figure 5.4B). All of the measurements taken together 
also show a significantly worse difference in in the inducible CLEC‐2 knockout mice compared to 















inducible CLEC‐2 knockout mice. Overall  clinical  score,  incorporating all  clinical  signs measured  is also 













(CLEC‐2  fl/fl) were sectioned and stained using haemotocylin and eosin  (H&E)  following 6 days 






























A. Haematoxylin  and  Eosin  (H+E)  images  of  ERT2‐Cre.CLEC‐2fl/fl  and  CLEC‐2fl/fl  littermate  controls 
following  6  days  of  DSS  administration.  Black  asterisk  points  to  area  of  inflammatory  cell 
infiltration and arrows point to goblet depletion and crypt damage. 
B. Graphs  displays  the  scoring  of  H+E  images  from  the  colons  of  these mice  (8 mice  of  each 






























































Following  the discovery of podoplanin expression within  the  colons of DSS  treated mice, we 














































A. Representative  images  of  podoplanin  and  EpCAM within  the  colons  of DSS  treated mice. 
Podoplanin does not appear to co‐localise within these images. Scale bar = 50µm.  
B. Podoplanin median  fluorescent  intensity  on  epithelial  cells within  the  colons  treated  and 






















cells and epithelial  cells of CLEC‐2 deficient mice were  significantly  lower  than  their wildtype 
floxed counterparts.  
Many  research  studies  have  demonstrated  the  role  of  platelets  in  contributing  both  to  the 
development of atherosclerosis and as the cause of potential mortality through plaque rupture 
(Nording  et  al.,  2015,  Badimon  and  Vilahur,  2014).  However  recent  unpublished  work 
(Lordkipanidze and Harrison) has demonstrated that platelet CLEC‐2 plays a protective role in the 
development  of  atherosclerosis  in  mice.  The  platelet  CLEC‐2  ligand  podoplanin  has  been 





of  diffuse  intimal  thickening (DIT)  which  characterise  the  initial  stages  of  atherosclerosis 
development whereas advanced  lesions  showed  the highest mRNA  levels  (Hatakeyama et al., 
2012).  
Podoplanin expression on synovial fibroblasts has been shown to contribute to inflammation in 
synovial  joints through an  interaction with platelet CLEC‐2 which results  in an upregulation of 
cytokine IL‐6 and IL‐8 (Del Rey et al., 2014). The high level of podoplanin expression seen in the 
aortic  sinus  plaques  of  CLEC‐2  deficient  atherosclerosis  prone  mice,  and  in  advanced 















2  influences  podoplanin  expression  on  leukocytes  and  smooth muscle  in  plaques  and  how 
expression of this glycoprotein leads to more advanced atherosclerosis will be an interesting area 
of further research.  
Platelet CLEC‐2  is also shown  in  this chapter  to be protective  in an acute model of ulcerative 
colitis.  The  model  demonstrated  that  a  lack  of  CLEC‐2  leads  to  a  worse  clinical  outcome, 
predominantly due to an increase in bleeding in stool samples. This result points to  involvement 
of  CLEC‐2  in maintaining  vascular  integrity  following  an  immune  stimulus,  which  has  been 






which  revealed  upregulation  of  podoplanin  in  both  CLEC‐2fl/fl  and  ERT2‐Cre.CLEC‐2fl/fl  mice 
following treatment with DSS. There was also an increase in LEC:BEC ratio in both mice following 
treatment  with  DSS  which  suggests  an  increase  in  lymphangiogenesis.  An  increase  in 







inducible CLEC‐2 deficient mice  is significantly  lower than their  littermate controls. This results 
suggests  that  platelet  CLEC‐2  is  involved  in  the  process  of  lymphangiogenesis  in  the  colon 
following the induction of colitis.  
A recent paper demonstrated that platelet reduction in mice leads to a less severe DSS initiated 
colitis  phenotype.  The  study  presented  evidence  that  platelets  lead  to  an  increase  in 
lymphangiogenesis which can help in the resolution of inflammation in the muscosal layer of the 
colon  as  previously  discussed  (Sato  et  al.,  2016).  Work  done  in  our  lab  by  Finney  et  el 
demonstrated that migration of LECs and lymphatic vessel formation is reduced in the presence 
of platelets  (Finney et al., 2012).  Interestingly,  the  inhibition of  transmigration and  lymphatic 
vessel  formation also occurred  in  the presence of CLEC‐2 deficient platelets, albeit  to a  lesser 
extent. Our  data would  suggest  that  CLEC‐2  on  platelets  acts  to  reduce  lymphangiogenesis, 
possibly through the interaction with podoplanin expressing LECs, which in turn aggravates the 
inflammatory  phenotype  in  vivo  in  the  colitis mouse model.  Human  podoplanin  expressing 




expression being  lower  in comparison  to  lymphatic endothelial cells and  therefore difficult  to 











was shown to suppress tumour progression and  invasiveness (Wang et al., 2016).  It  is possible 
that CLEC‐2 expression on colon epithelial cells is being removed in the inducible CLEC‐2 deficient 
mice  after  two  weeks  of  tamoxifen  diet;  however  this  was  not  investigated  at  the  time.  
Podoplanin and CLEC‐2 may therefore may be co‐expressed on epithelial cells or be interacting 
with each other on different types of epithelial cells and a lack of CLEC‐2 on these cells may be 
influencing  the  colitis  phenotype.  It  has  been  shown  that  platelet  can  be  activated  by  DSS 
specifically through the hemITAM receptor CLEC‐2 and the ITAM receptor GPVI (Alshehri et al., 
2015). The  lack of platelet CLEC‐2 may be  influencing  the  level of platelet activation over  the 
course of DSS treatment given to the mice and contributing to the clinical worse phenotype seen 
in these mice. 
In  conclusion,  evidence  from  an  atherosclerosis  and  colitis  mouse  models  suggests  the 
involvement of platelet CLEC‐2 in both diseases. Lack of platelet CLEC‐2 leads to the upregulation 
of  podoplanin within  atherosclerotic  plaques  in  comparison  to  a  platelet  CLEC‐2  expressing 































that platelet aggregation occurs at arterial  shear  rates and  that  it  follows a similar pattern of 
platelet activation and aggregation as classical haemostasis, involving integrin αIIbβ3, GPIbα and 




inception  results  in  an  enhanced  response  that  leads  to  increased  levels  of  cytokine  and 
chemokines in the peritoneum of the mice. The increase did not impact immune cell recruitment 
to the peritoneum, spleen or colon of these mice. The same increase was not found in mice in 
which  CLEC‐2  is  depleted  following  development  suggesting  that  it  is  secondary  to  the 
developmental changes rather than loss of CLEC‐2 on platelets. A previous study has shown that 
CLEC‐2 is also expressed by a subset of activated dendritic cells and neutrophils and that B cells 












































Previous  work  has  shown  that  a  lack  of  platelet  CLEC‐2,  or  podoplanin  on  the  developing 
neuroepithelium causes the appearance of brain haemorrhages in a developing mouse embryo 








brain becomes  restricted  to  the  choroid plexus. However  it has been  shown  that podoplanin 










affinity of  the  interaction  is much higher. Previous work using  the  same  in  vitro  flow  system 
described  in  this  thesis  revealed  that  recombinant human podoplanin  causes human platelet 




may  indicate  that  other,  as  yet  undiscovered,  CLEC‐2  ligands  are  involved  in  the  platelet 





at  the  involvement  of  podoplanin  and  CLEC‐2  in  homeostasis  and  disease.  As  well  as 
cerebrovasculature development, CLEC‐2  and podoplanin  interaction has  an  accepted  role  in 
mouse lymphatic system development (Finney et al., 2012, Bertozzi et al., 2010, Uhrin et al., 2010, 
Suzuki‐Inoue et al., 2010). However,  the difference  in  the affinity may mean  that CLEC‐2 and 
podoplanin does not have  the  same  importance  in  the development of  the human  lymphatic 
system and may involve other CLEC‐2 ligands that exist in humans but not mice. Mouse models 















et al., 2013) as well as an  involvement  in  the pathogenesis of  inflammatory diseases  such as 
rheumatoid arthritis (Del Rey et al., 2014). The data presented in this thesis suggests that platelet 
CLEC‐2  is  intimately  involvement  in  directing  platelet  activity  during  both  acute  and  chronic 
inflammation in particular in colitis and atherosclerosis (Figure 6.1). 
Mice lacking platelet CLEC‐2 from inception have an over responsive immune reaction in response 
to a sterile  inflammatory stimulus  i.e. LPS  induced peritonitis. The significantly higher cytokine 
and  chemokine  levels  may  be  a  compensatory  mechanism  due  to  the  presence  of  blood‐
lymphatic mixing which  impedes  the  transport or effectiveness of  cytokines  and  chemokines 
released  to protect  the body  against  the  threat of  systemic  infection. This  result emphasises 
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which suggest  that platelet CLEC‐2  is protective by  increasing  lymph vessels within  the colon.  
Higher podoplanin expression is often co‐insides with an increase in lymphangiogenesis in both 
colitis  and  cancer  (Geleff  et  al.,  2003,  Jankowska‐Konsur  et  al.,  2016).    The  lower  levels  of 












to result  in an  increase in podoplanin expression within the plaques of mice.  It  is possible that 
platelet  CLEC‐2,  directly  or  indirectly,  prevents  an  increase  in  podoplanin  expression  on 
leukocytes  and  other  cells which  are  recruited  to  a  plaque. How  exactly  podoplanin may  be 





















inflammation.  An  investigation  into  the  adaptive  immune  system  using  the  CLEC‐2  deficient 
mouse models could facilitate greater potential understanding of how CLEC‐2 is involved in aiding 
the immune system. CLEC‐2 helps prevent blood accumulation within lymph nodes following an 
immune  stimulus.  Blood  accumulation  caused  by  a  lack  of  CLEC‐2 may  therefore  effect  the 
trafficking and efficacy of adaptive  immune  cells, eg. B  cells and T  cells,  to  lymph nodes and 
therefore hinder important adaptive response such as the production of antibodies  
Secondly, it is not yet clear how CLEC‐2 may be influencing podoplanin expression on cells such 
as  lymphatic epithelial cells and  leukocytes. The effect may be a direct or  indirect  influence of 
platelet  CLEC‐2.  Further  investigation  of  the  interaction  of  platelets  and  cells  expressing 
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